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Die folganden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(g) Verfahren zur immunologischen Erfassung und Produktion von Antikdrpern 

(g) Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Testkit 
zur Bestimmung der Anwesenheit und/oder der Konzen- 
tratlon isotypspezifischer Antikorper gegen multidetermi- 
nante Antlgene in Korperflussigkeiten und ein Verfahren 
zur Produktion monoklonaler Antikorper. Es wird ein Ver- 
fahren zur Verminderung ungewollt unspezifischer Reak- 
tionen durch Unterbindung der Reaktionen koimmmobili- 
sierter Rezeptoren und/oder durch Konkurrenzreaktionen 
unspezifischer Faktoren mit Rezeptoren auf Testbestand- 
teilen und/oder durch Hemmung der ungewollten Reak- 
tionen unspezifischer Faktoren und ein diesbezuglicher 
langzeitstabilisierter Testkit beschrieben. 
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Beschreibung 

Anwendungsgebiet der Erfindung 

5 Das Verfahren findel vorrangig Anwendung zuin antigenspezifischen in-viiro Nachweis oder zur Bestimmung eines 
iminunologisch aktiven Reaktionspartners inittels immunologischer Methoden und zur Herstellung von Testsatzen fur 
Immunoassays, die insbesondere in der Medizin, Pharmazie, Mikrobiologie angewendet werden. Die Technologic wird 
zur Massenproduktion monoklonaler Antikorper genutzt. 

10 ' Charakierisiik des bekannten Standes der Technik 

Zur Massenproduktion monoklonaler Antikorper beschreiben J.H. Peters, H. Baumgarten, M. Schulze ("Monoklonale 
Antikorper", Hersiellung und Charakrerisierung. Springer Verlag Berlin, Heidelbei^, New York) nehen der intraperito- 
nealen Applikation der Hybridomzellen in syngene Mause und anschlieBender Gewinnung der Ascites flussigkeit die 
1 5 Propagation der Hybridomzellen mittels Zellkulturtechnik. 

Wahrend die Produkiion monoklonaler Antikorper in Ascitesfiussigkeit nicht frei von Bedenken ist, lassen sich in dem 
Zellkulturiibersland nur relativ geringe Antikorperkonzentrationen erzielen. 

Der Nachweis oder die Bestimmung von immunologisch aktiven Proieinen (wie Antigene, Haptene, Antikorper) er- 
folgt voraugsweise mittels immunologischer Methoden, die auf einer Antigen-Antikorpcr-Reaktion beruhen, die sich 
20 durch hohe Empfindlichkeit und MeBgenauigkeit auszeichnen. 

Fur solche Iinmunreaktionen werden spezifisch reagierende Antigene und Antikorper ein Indikatorsyslem, spezielle 
Medien fur die Reaklion der Reaktionspartner und in der Regel KonU-olimaterialien benotigt. Fur die Bindungsreaktio- 
nen werden Feslphasenlechniken bevorzugt, weil sich die Reaktionsprodukte leicht abtrennen lassen. 

Zur Erfassung des MaBes der spezifischen Bindungsreaktion wird eine Indikatorreaktion wie z. B. Farb-, Fluoreszenz- 
25 , Bio- Oder Chemilumineszenzreaktion angewendet. (E.Engvall, PPerlmann, Immunochemistry 8, 871 (1971); B.K.van 
Weenien. A.H.M.Schuurs, FEBS Lellers 15, 232(1971); E.Ishikawa, TKawai, K.Miyai, Enzyniiminunoassay, Igaku- 
Shoin, Tokyo, New York 1981); R.H.Yolkcn Rcv.Infcct Dis. 4, 35 (1982), ELISA and other soHd-phasc immunoassays. 
Theoretical and practical aspects. Eds. D.M.Kemeny. S J.Challacombe. John Wiley and sons Ltd. Chichester, UK, 1988. 

Die Antigen-Antikorper-Reaklion wird durch eine Reihe von unspezitisch reagierenden Faktoren gestort, somit wer- 
30 den falsche Ergebnisse erzielt, oder hoher Background verringert die Empfindlichkeit. |A.H.W.M.Schuurs, B. K.van 
Weemen, Clinica Chimica Acta 81,1(1977); O.Meurmann, in: Current Topics in Microbiology and Immunology, Vol. 
104, New Developments in Wology; Ed.P.A.Bachmann, Berlin, Heidelberg, New York 1983, S.lOl]. 

Solche unspezifischen Bindungen und falsche Ergebnisse konnen durch Rheumafaktoren, die mil aggregieriem IgG 
reagieren, durch antinukleare Antikorper, die gegen Kernniaterial verschiedener Antigene gerichtet sind, durch antizel- 
35 luliire Antikorper, die mit Zellbestandteilen, die in Antigenpraparationen enthalten sind, Reaktionen eingehen konnen 
und durch Protein-Rezeptor-Reaktionen wahrend der Bindungsreaktionen der Reaktionspartner hervoigerufen werden. 

Die Reduzierung oder Eliniinierung von unspezifischen Reaktionen istdeshalb fur die Treffsicherheit der Bestimmun- 
gen von groBem Wert. 

Uin die unspezifischen Bindungen an den festen Trager zu verringem, schlagen verschiedene Autoren vor, den Ver- 
40 diinnungsflussigkciten und Inkubalionsmedien fetaies Kalberserum, isolierte Proteine oder Detergenzien in unterschied- 
lichen Konzentralionen zuzuseizen (S.Avrameas, in: New Developments in Diagnostic Virology, Ed.P.A.Bachmann, 
Berlin, Heidelberg, New York 1983,8.93; J.Clin.Microbiol. 13, 738(1981); Methods in Enzymology 70,419 (1980). 
Diese angefuhrten Zusatze wahrend der Bindungsreaktionen reichen nicht immer aus (Berl.Munch.Tierarztl.Wschr. 
94.36 (1981). urn iinspezifische Bindungen in genugendem MaBe ohne Beeintrachtigung der spezifischen Immunre- 
45 aktion zu unterdrilcken. 

Einige Autoren [J.A. Stewart, D.W.Ziegler,J. Immunol. 11 7,2006(1 976); K.O.M.Kalimo, R.J. Marttila, K. Grantors, 
M.K.Viljanen, Infect.Immun. 15,883 (1978); A.M.Arxin, CM. Koropchak, J.Clin.Microbiol. 12,367(1 980)] empfehlen, 
die im Test verwendeten Immunreaktanden in sehr hoher Reinheit einzusetzen. Dies ist allerdings mit einem sehr hohen 
Arbeiisaufwand unler Einsatz mehrstufiger Reinigungsprozesse mittels spezieller Technik und in der Regel mit betracht- 

50 lichen Ausbeuteverlusten verbundcn. 

Die Herstellung kompletter Testpackungen, die alle notwendigen, unter standardisierten industriellen Bedingungen 
gefertigten, spezifisch reagierenden Testbestandteile enthahen und eine storungsfreie routinemafiige Testausfuhrung ge- 
statten, ist fiir den Anwender der Immuntechniken von besonderem Vorteil, vorausgesetzt, die empfindlichen biologi- 
schen, immunologisch aktiven Materialien reagieren mit geringer Storanfalligkeit und behalten uber einen langen Zeit- 

55 raum ihre immunologische Aktivilat und sind somit langzeitlager- und vcrsandfahig. 

Ziel der Erfindung 

Die Erfindung hat das Ziel, unspezifische Bindungswechselwirkungen in Immunoassays zur Erfassung immunolo- 
60 gisch aktiver Verbindungen, insbesondere klassenspe/ifischer Antikorper zu reduzieren oder zu eliminieren und eine 
Langzeitstabilitat der empfindlichen immunologisch aktiven Testbestandteile zu erreichen. Auf effekdve Weise soil eine 
Massenprodukdon monoklonaler Antikorper ermoglicht werden. 

Darlegung des Wesens der Erfindung 

65 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Verringerung ungewoUt unspezifischer Wechsclwirkungen mit koim- 
mobilisierten Bindungsproteinen am beschichteten festen Trager, eine Erniedrigung zwischenmolekularer Bindungsre- 
aktionen zwischcn unspezifisch reagierenden Bindungsproteinen und zugehorigen Rezeptoren zu erreichen und Testkits 
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mil spezifisch reagierenden, langzeitstabilisierten Bestandteilen bereilzuslellen. Es wurde Liberraschend erfindungsge- 
maB gefunden, daB durch einen synergistisch-supraadditiven Effekt eines Gemisches mehrerer Proteine, vorwiegend von 
Warmbliitem unterschiedlicher Species Reaktionen mit koimmobilisierten Rezeptoren, intemiolekulare Reaklionen zwi- 
schen unspezifisch reagierenden immunologisch aktiven Proteinen verringert werden. 

Hierfiir eignen sich insbesondere leicht zugangliche menschliche und tierische Proteine (z. vom Rind, Pferd, 5 
Schwein, Schaf, Kaninchen. von der Ziege, Maus) ira optimalen Mischungsverhaltnis, vorwiegend in einer Konzentra- 
tion von 0,0015 bis 0,7 nig Protein/ 100 pi-Ansatz des Testes. Ein Zusatz abgebautef Proteine, die modifiziert sein kon- 
nen, vorwiegend Abbauprodukte von Proteinen des Stutz- und Bindegewebes kann den Effekt noch sleigern. 

Die Teslpackung enthalt Bestandteile, die durch Blockierung koimniobilisierier Rezeptoren oder durch Konkurrenz- 
oder Verdrangungsreaktion unspezifisch reagierender Faktoren die ungewolli unspezifischen Reaktionen unterdrucken. lo 

Die in der Testpackung enlhaltenen immunologisch reaktiven Substanzen, insbesondere Anlikorper- und Antigcnpra- 
parationen, Verbindungen der Antikorper bzw. Antigene mit EiweiBkorpem, KontroUinaterialien, Dctektionsproleine - 
flussig oder lyophilisiert ~ befinden sich zwecks Langzeitstabilisierung in einem Medium aus Polyhydroxy verbindun- 
gen, vorzugsweise monomolekularen oder in einem acetalartig verkniipflen Zustand in einer KonzenLration von 0,1 bis 
55Gew.-% unter Zusatz von heterocyclischen Verbindungen der allgemeinen Zusaminensetzung 15 
[HOC9H3(Ri(Ro)(R3)N]*X-, vorzugsweise unter Verwendung der Aikalisalze der Sulfonate in einer Konzentration von 
0,006 bis 0,5 Gew.-%, wobei Rl fur den Rest H, Ci oder F, R2 flir den Rest H, CI, J oder F und R3 fur H oder einen Oxy- 
benzoesauremethylesier-Resl stehi. X stellt einen anorganischen Saurerest dar, vorzugsweise das Alkalisalz der Sulfate. 

AuBerdem konnen bei Bcdarf peptidartig-verknupfte Aminocarbonsauren (1 bis 20 mmol/l) oder peptidartigver- 
knupfte Homo- oder Pleteroaminosauren (1 bis 20 mmol/l) oder abgebaule Proteine (1 bis 5 mmol/l) oder Proteine (0.01 20 
bis 0,5 mmol/l) zugefugt werden. 

Die Aufgabe, rationell monoklonale Antikorper zu produzieren, wird uberraschend durch die Expression des Roteln- 
Virus-Gens, das aus den anti-Rubella sezernierenden Hybridomaklonen ZIM 0504, ZJM 0505, ZIM 0506 isoliert wird, in 
einem bakteriellen Wirt wie E.coli gelost. 

Zur Antikorperproduktion erfolgt die Kultivierung der mit dem Expressionsplasmid transfomiiertcn Zcllen zunachst 25 
bei 30°C, bis die logarithmische Phase erreichl ist. Bei dieser Ternperalur wird durth Bindung des iiii aktiven Konforma- 
tionsstadium vorlicgcndcn Repressors an die Promotorrcgion die Transkription der Gene vcrhindcrL Durch Tcnipcratur- 
erhohung auf 42°C wird der Repressor thermisch inaktiviert und die Genexpression uberraschend erfolgreich vollzogen. 
Ausbeuten bis zu 25% an monoklonalen anti-Rubella-Andkorpern^ind erreichbar. 

30 

Ausfuhrungsbeispiele 
Beispiel 1 

a) Gewinnung von anti-Rubella-Meerrettichperoxidase(POD)-Konjugaten: 35 
(modifiziert nach Wilson und Nakane); 

POD-Aktivierung: 10,0 mg POD in UOml bidestilliertem Wasser losen; 42,8 mg Natriumperjodat (NaJ04) in 
2,0 ml bidestilliertem Wasser losen (0,1 mol/l); zu 1,0 ml POD-Losung 200 pi 0,1 mol/l NaJ04 (Endkonzentration 
0,0166 mol/l) hinzugeben; 20 min bei 18 bis 25°C reagieren lassen (Farbubergang von braun nach griin); Abtren- 
nung des uberschussigen NaJ04 miltels Gelchromatographie (Sephadex G 25, Pharmacia-LKB) in 1 mmol/l Natri- 40 
umacetatpuffer (pH 4,4); vor der Trennung wird im vorgelagerten Versuch das Eluiionsvolumen der Komponenien 
mit Dexuranblau und Kaliumdichromat bcstimmt, dabei cntspricht das Elutionsvolunien von Dextranblau (blau) 
dem Elutionsvolumen der akdvierten Peroxidase und das Eluiionsvolumen von Kaliumdichromat (gelb) dem des 
NaJ04. 

Kopplung: Einstellung der Losung der anli-Rubella-IgG-Antikorper, die durch Reinigung mittels lonenaustausch- 45 
chromatographic an Mono-Q-Sepharose und hydrophober Interaktionschromatographie an Phenylsuperose in 0,02 
mol/l Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-HCl-0,15 mol/l NaUiumchlorid-Puffer pH 8,0 und anschlieBender Affi- 
nitatschromatographie an Protein- A-Sepharose 6MB in 0,02 mol/l Tris-(hydroxymethyl)-aminomaethan-HCl-0,15 
mol/l-Natriumchlorid-Puffer oder altemadv durch pH-Gradientenelution an Protein A-Sepharose (Peters, Baum- 
garten, Schulze, "Monoklonale Antikorper", Springer Verlag 1988, S. 192) mit anschlieBender Chromatographic an 50 
Sephacryl S 200 (Siiule 100 x 1,5 cm, Elutionsgeschwindigkeit lOml/h) aus Zellkulturen (Patentschrift DD 293 
265. H.Musielski, R. Laue, B. Pustowoii, B. Meisegeier, B. ThieL Verfahren zur Herstellung monoklonaier Antikor- 
per gegen Rotelnvirus) gewonnen wurden; mit 0,2 mol/l Natriumcarbonatlosung (Na2C03) auf pH 9,50 einstellen; 
mischen von IgG und aktivierter POD im molaren Verhaltnis von 1 : 4 (1 mg IgG + 1 mg POD) bis zu einem mola- 
ren Verhaltnis von 1 : 8 (1 mg IgG + 2 mg POD) unter strenger pH-Kontrolle und Zusetzen von Na2C03-Losung; 55 
unter RUhren 2 bis 4 h bei 18 bis 25"C reagieren lassen; 

Redukiion: 38 mg Nairiumborhydrid (NaBH4) in 2,0 ml bidestilliertem Wasser ICsen; zu je 1,0 ml Konjugaige- 
misch jeweils 10 pi NaBIl4-L6sung unter Eiskiihlung zugeben (Endkonzentration 5 mmol/l); 30 bis 120 min bei 
4°C riihren oder schiitteln lassen. 

NaBH4-Entfemung: Dialyse unter schnellem Wechsel (3-maliger Wechsel, ca. 30 min-Abstand) gegen 2 T .iter 0,01 60 
mol/l NaUiumphosphat-0,15 mol/l-NaU-iumchlorid-Pufter (pH 7,4) oder altemadv Gelchromatographie uber Sepha- 
dex G 25 (siehe POD-Aktivierung). 

Charakterisierung: Bestimmung des Proteingehaltes (z. B. spekU-alphotomeUrisch durch Messung der Extinktion bei 
280 nni; der EiweiBgehalt wird nach c = Exd lO'^ x e 10"* ermittelt, wobei E = Extinktion bei 280 nm, d = Schicht- 
dicke (cm), e = molarer Extinktionskoeffizient fUr l%ige Losung bei 1 cm Schichtdicke = 13,5 bedeuien) und der 65 
Reinheitszahl RZ (RZ = Extinktion 403 nm/Extinktion 280 nm) auf bekannte Weise. 

In der SDS-Polyacrylamid-GelelekUrophorese (7,5%iges Gel, nichu-eduzierende Bedingungen, Coomassie-Blaufar- 
bung Vergleich mit bekannten Markem) ist nur eine Bande bei 160.0(X) sichtbar 

3 
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Lagerung: A. bei -70"C bzw. B: bei 4"C in einer trisgepufferten (0,020 moyi)-0,27 mol/I-Natriumchlorid- 0,006 
inol/l-Kaliumchlorid-Losung, die 0,02 Gew.-% Gentamycin, 2,0 Gew.-% Serumproiein vom Rind, 4,6 x 10-4 mol/1 
C9H7NO • HSO4K, 0,01 Gew.-% Phthalein der 3.3'Dibroniphenolsulfonsaure (C|9HpBr'>05S), 55 Gew.-% 
OHCH2 • CH(OII) • CH2OH enthalt. 
5 b) DieVerliefungen von Polystyren-Mikrotitrationsplatten werden mit je 0,1 ml einer Losung von anli-human-IgM 

in CarbonaiputYer (0,05 inol/l, pH 9,6) 1 6 h bei 2 bis 8°C inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten in bekannter Art 
und Weise warden in die Vertiefungen der Flatten je 0,1 mi von Mischungen anti-Roteln-IgM-positiv-reagierenden 
(P) b/.w. -ncgativ-rcagierendcn Konirollmaterialien pipettiert, die durch Verdunnen von 1 Teil sterilen Zubereitun- 
gen (stcrillilirieri iibcr Cilastaservorlilter und Zelluloseacetatmembranschichl, ForengroBe 0,2 pm) von inaktivier- 

10 len, vcrdunnicn, |N mil Nonidei NP-40 (1% v/v) vorbehandelien] mil 0.01% (w/v) Gentamycin, 0,01% (w/v) Mert- 

hiolat, 0,17c (w/v) C9II7NO • IISO4K, 20,0% (w/v) alpha-beta-D-Glucopyranose versetzten, in 2,5-ml-Braunglas- 
flaschcn, hydrolytische Klasse 1 mit SchraubverschluB abgefuUten Humanseren mil 100 Teilen trisgepufFerter (pH 
7,3)-rins-(hydroxynielhyl)-aminomethan (1,2 g/I)]-[Trinatriumciiral-dihydral (14,71 g/)l]-[Merthiolal (0,1 g/l)]-[ 
Genlamycin (0,1 g/l)]-|Tween 20 (0,5 g/I )]-TetrabromphenoLsulfonphlhalein (0,05 g/l))-[feialen Serums vom Rind 

15 (100,0 g/l)|-|NairiunichIorid (17,53 g/l)]-Losung hei;geslellt wurden und 1 h bei 37°C inkubiert. Nach dem Wa- 

schen der Flailcn werden 0,1 ml einer NaU^umchlorid (8,7 g/l)-Tween 20-(0,5 g/l)-fetalen Serums vom Rind 
(100 g/l)-Ujsung, die Roieln- Virus-Antigen (Haniagglutinationstiter 1 : 16 in der gebrauchsfertigen Losung) ent- 
halt, pipciiicri und 1 h bei 37"C inkubiert. 

Nach deiH Waschen der Plaiicn lullt man in jede Vcrtiefung 0,1 ml anli-Rubella-FOD-Konjugat-Losung (0,0002 mg 
20 Konjugat/nil Ansai/.) und inkubiert 30 min bei 37°C. 

Nach dem Waschen werden Jc Vcrtiefung 0,1 ml einer Tetramelhylbenzidin-(1 mmol/l)-Wasserstoffperoxid (2x10"^ 
mol/l)Losung in 0,2 mol/1 Citrai puffer (pH4,0) pipettiert; nach einer Reaktionszeil von 30 min bei 18 bis 25°C wer- 
den je Veriicfung 0,1 ml Schwcfclsaure (1 mol/l) zugefiigt. Durch Vertikalphotomelrie wird die Exlinktion bei 
450 nm emiiiicli. 

25 c) Die Vertiefungen von Polysiyrcn-Mikrotitrationsplatten werden mit je 0,1 ml einer Losung von anti-human-IgM 

in Carbonaipuffcr (0,05 nio!/l, pTT 9,6)16 h bei 2 bis 8°C inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten in bekannter Art 
und Wcisc werden in die Veriicfungcn der Flatten jc 0,1 ml von Mischungen anti-Rotcin-IgM-positiv rcagicrcndcn 
(P) bzw. -negaiiv-reagiercndcn (N) Kontrollmateri alien pipettiert, die durch Vferdunnen von 1 Teil sterilen Zuberei- 
tungen (sierilfilirien uber Glasfaservorfilter und Zelluloseacetatmembranschichl, ForengroBe 0,2 pm) von inakti- 

30 vierten, verdunnlen. N mil Nonidci NF-40 (1% v/v) vorbehandelien, mit 0,01% (w/v) Gentamycin, 0,01% (w/v) 

Merthiolat, 0,1% (w/v) C9H7NO • HSO4K, 20,0% (w/v) alpha-beta-D-Glucopyranose versetzten, in 2,5-ml-Braun- 
glasflaschen, hydrolytische Klasse 1 mit SchraubverschluB abgefuillen Humanseren mit 100 Teilen trisgepufferter 
(pH 7,3) [Tris-(hydroxyniclhyl)-aminomethan (J,2 g/l)]-[TrinatriumciLrat-dihydrat (14,71 g/)l]- [Merthiolat 
(0,1 g/l)]-|Gentainycin (0,1 g/l)]-[Tween 20 (0,5 g/l)]-Tetrabromphenolsulfonphlhalein (0,05 g/l)]-[feiales Serum 

35 vom Rind (20,0 g/l)l-[Seruni vom Pferd (25 g/l)]-[Serum vom Schaf (50 g/l)]-[Mausserum (5 g/l]-[Natriumchlorid 

(17,53 g/l]-L6sung hergesleili wurden. Die Flatten werden 1 h bei 37°C inkubiert. 

Nach dem Waschen der Flatten werden 0,1 ml einer NaUiumchlorid (8,7 g/l)-Tween 20-(0,5 gA)-fetalen Serums 
vom Rind (100 g/l)-Losung, die Roieln- Virus-Antigen (Hamagglutinationstiter 1 : 16 in der gebrauchsfertigen Lo- 
sung) enthalt, pipettiert und 1 h bei 37°C inkubiert. 

40 Nach dem Waschen der Flatten fullt man in jede Vcrtiefung 0,1 ml anli-Rubella-FOD-Konjugat-Losung (0,0002 mg 

Konjugat" ml Ansaiz) und inkubiert 30 min'bei 37°C. Nach emeutem Waschen werden je Vertiefung 0,1 ml einer 
TeU^methylbenzidin (1 miiiol/l)-Wasserstoffperoxid (2xlO-^molA)-Losung in 0,2 mol/1 Ciu-atpuffer (pH 4,0) pipet- 
tiert; nach einer Reaktionszeit von 30 min bei 1 8 bis 25''C werden je Vertiefung 0,1 ml Schwefelsaure (1 mol/1) zu- 
gefugt. Durch Vertikalphotomelrie wird die Extinktion bei 450 nm ermittelt. 

45 d) Die Vertiefungen von Polystyren-Mikrotiu-ationsplallen werden mit je 0,1 ml einer Losung von anti-human-IgM 

in Carbonaipuffcr (0,05 mol/l, pH 9,6) 1 6 h bei 2 bis 8°C inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten in bekannter Art 
und Weise werden in die Vertiefungen der Flatten je 0,1 ml von Mischungen anti-Roteln-IgM-positiv-reagierenden 
(P) bzw. -negaiiv-reagierenden (N) KontroUmalerialien pipettiert, die durch Verdunnen von 1 Teil resuspendierter, 
lyophilisierter Praparation von Humanseren in [abgebauten Succinyl- bzw. Furfuryl-Sklero/Bindegewebsproteinen 

50 (30,0 gA)]-[4-(bela-D-Galaktopyranosido)-D-glucopyranose (50,0 g/l)]-[Nauiumazid (1,0 gA)]-[NaUiumchlorid 

(8,7 g/l]-L6sung (pH 6,5 bis 7,6) mit 100 Teilen Uisgepufferler (pH 7,3) [Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
(1,2 g/l)]-|Trinatriumcitrat-dihydrat (14J1 g/)l]-[Merthiolat (0,1 g/l)]- [Gentamycin (0,1 g/l)]-[Tween 20 (0,5 g/1)]- 
Tetrabromphenolsulfonphthalein (0,05 g/l)]-[fetales Serum vom Rind (20,0 g/l)]-[Serum vom Pferd (25 g/l)]-[Se- 
rum vom Schaf (50g/l) |-[Mausserum (5 g/l)]-[Natriumchlorid (17,53 g/l)]-Losung hergesleili wurden und 1 h bei 

55 37**C inkubiert. 

Nach dem Waschen der Flatten werden 0,1 ml einer NaUiumchlorid (8,7 g/l)-Tween 20-(0,5 g/l)-fetalen Serums 
vom Rind (100 gA)-Losung, die Roteln- Virus-Antigen (Hamagglutinationstiter 1 : 16 in der gebrauchsfertigen L5- 
sung) enthalt, pipettiert und 1 h bei 37°C inkubiert. 

Nach dem Waschen der Flatten fullt man in jede Vertiefung 0,1 ml anli-Rubella-POD-Konjugat-Losung (0,0002 mg 
60 Konjugaty ml Ansaiz) und inkubiert 30 min bei 37°C. 

Nach dem Waschen werden je Vertiefung 0,1 ml einer Tetramelhylbenzidin-(1 mmol/l)-Wasserstoffperoxid (2x10"^ 
mol/l)Losung in 0,2 mol/1 CiU-atpuffer (pH4,0) pipettiert; nach einer Reaktionszeil von 30 min bei 18 bis 25°C wer- 
den je Vertiefung 0,1 ml Schwefelsaure (1 mol/1) zugefiigt. Durch Vertikalphotomelrie wird die Extinklion bei 
450 nm ermittelt. 
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Extinktion 450 nm 








Konjugat 1a, Lagerung A, 


Konjugat 1a, Lagerung B 






nach 12 Monaten 


nach 12 Monaten 


5 


P, Beispiei 1b 


1,803 


1,625 




N, Beispiei 1b 


0,220 


0,270 




P/N-Quotient 


8,2 


6.0 


10 


P, lb nach 12 Monaten 4 "C 


1,750 


1.590 


N. 1b nach 12 Monaten 4 


0,230 


0,250 




P/N-Quotient 


7.6 


6.4 




P, Beispiei 1c 


1,926 


1,765 


15 


N, Beispiei 1c 


0,090 


0,146 




P/N-Quotient 


21.4 


12.1 




P, 1c nach 12 Monaten 4 "C 


1.874 


1,724 


20 


N, 1c nach 12 Monaten 4 '*C 


0,110 


0.128 




P/N-Quotient 


17.0 


13.5 




P, Beispiei 1d 


1,698 


1,702 




N, Beispiei 1d 


0,145 


0.155 


25 


P/N-Quotient 


11.7 


11.0 




P, Id nach 12 Monaten 4 "^C 


1.703 


1,650 




N, 1d nach 12 Monaten 4 X 


0.105 


0,163 


30 


P/N-Quotient 


16.2 


10.1 





Beispiei 2 

35 

a) Die Verliefungen von Polystyren-Mikrotitrationsplatten werden mit je 0,1 ml einer Losung von anti-human-IgM 
in Carbonatpuffer (0.05 mol/1, pH 9,6) 16 h bei 2 bis 8°C inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten in belcannler Art 
und Weise werden in die Vertiefungen der Flatten je 0.1 ml von Mischungen anti-Roteln-IgM-positiv-reagierenden 
(P) bzw. -negativ-reagierenden (N) Kontrollmaterialien pipettiert, die durch Verdunnen von 1 Teil resuspendierler 
Zubereitung anli-Roteln-IgM-positiv-reagierender (P) bzw. -negaliv-reagierender (N) Kontrollmaterialien aus Hu- 40 
manseren, gefriergetrocknet in [Fhosphat (0,01 mol/1)]- [Natriumchlorid (0,13 mol/l)]-[Serumproteine vom Rind 
(70,0g/l)]-[alpha-D-Glucopyranosido-beta-D-fructo-furanosid (100,0 g/l)]-[Natriumazid ( 1 ,0 gA]-L6sung bzw. 1 
Teil resuspendierten anti-Roteln-IgM-Vergleichsstandards (S) "Leipzig 03/90" [B.Pustowoit, B. Meisegeier u. a., 
Klin.Lab. 38, 280-285 (1992)] bzw. 1 Teil Patientenseren (PS) mit 100 Teilen INatriumchlorid (0,13 mol/1)] -[feta- 

len Serums vom Rind (1(X),0 gA)]-[Tween 20 (0,5 g)]-[Telrabromphenolsulfonphthalein; chinoide Form, Na-Salz 45 
(0,02 gA)]-L6sung hergestellt wurde und 1 h (37°C) inkubiert. 

Nach dem Waschen der Flatten werden 0,1 ml einer Natriumchlorid (8,7 gA)-Tween 20-(0,5 gA)-fetalen Serums 
vom Rind (100 gA)-Losung, die Roieln- Virus- Antigen (Hamagglutinationstiter 1 : 16 in der gebrauchsfertigen Lo- 
sung) enihalt, pipettiert und 1 h bei 37**C inkubiert. 

Nach dem Waschen der Flatten fuUt man in jede Vertiefung 0,1 ml [anti-Rubella- AntikOrper-Bl-Biotin-Deri vat 50 
(0,005 mg/ml)J- [Natriumchlorid (0,13 mol/1)]- [fetalen Serums vom Rind (100,0 g/l)]-[Tween 20 (0,5 gA)]-LOsung 
und inkubiert 1 h (37**^. 

Die Flatten werden in bekannter Weise gewaschen, und jede Vertiefung wird mit 0,1 ml [Streptavidin, markiert mil 
alkalischer Phosphatase (0,00031 mg/ml)]- [Natriumchlorid (0,13 molA)]- [fetalen Serums vom Rind (100,0 gA)]- 
[Tween 20 (0.5 gA)]-L6sung beschickt. Die Flatten werden 1 h (37°C) inkubiert. 55 
Man saugl ab, wascht und pipettiert in jede Vertiefung 0,1 ml einer Losung von 4-Nitrophenylphosphat (1 mg/ml) in 
Dieihanolamin (1 molA, pH 9,8) und laBt 30 min bei 37**C reagieren. Nach ZufUgen von 0,1 nd Nauiumhydroxid- 
Losung in jede Vertiefung wird mittels Vertikalphotometrie bei 405 nm die spezifische Extinktion ermittclt. 

b) Die Vertiefungen von Polystyren-Mikrotitrationsplatten werden mit je 0,1 ml einer Losung von anti-human-IgM 

in Carbonatpuffer (0,05 molA, pH 9,6) 1 6 h bei 2 bis 8°C inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten in bekannter Art 60 
und Weise werden in die Vertiefungen der Flatten je 0,1 ml von Mischungen anti-Roteln-IgM-positiv-reagierenden 
(?) bzw. -negativ-reagierenden (N) Kontrollmaterialien pipettiert, die durch Verdunnen von 1 Teil resuspendierter 
Zubereitung anti-Roteln-IgM-positiv-reagierender (P) bzw. -negativ-reagierender (N) Kontrollmaterialien aus Hu- 
manseren, gefriergetrocknet in [Fhosphat (0,01 mol/1)]- [Natriumchlorid (0,13 mol/l)]-[Serumproteine vom Rind 
(70,0gA)]-[alpha-D-Glucopyranosido-beta-D-fructo-furanosid (100,0 gA)]-[Natriumazid (1,0 gA]-L6sung bzw. 1 65 
Teil resuspendierten anti-Roteln-IgM-Vergleichsstandards (S) "Leipzig 03190" (B. Pustowoit, B. Meisegeier u. a., 
Klin.Lab. 38,280-285 (1992) bzw. 1 Teil Patientenseren (PS) mit 100 Teilen [Natriumchlorid (0,13 molA)]-[ fetalen 
Serums vom Rind (100.0 gA)]-[Tween 20 (0,5 gA)]-[Tetiabromphenolsulfonphthalein (0,02 gA)]-LOsung herge- 
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stellt wurde und 1 h (37"C) inkubierl. Nach dein Waschen der Plalten werden 0,1 ml einer Natriumchlorid (8,7 g/1)- 
Twcen 20- (0,5 g/l)-feialen Serums vom Rind (100 g/l)-Losung, die Rotein- Virus-Antigen (Hamagglutinaiionstiier 
1 : 16 in der gebrauchsfertigen Losung) enthalt, pipettiert und 1 h bci 37°C inkubiert. 

Nach dem Waschen der Flatten fuUt man in jede Vertiefung 0,1 ml [anti-Rubella-Antik5rper-B2-Biotin-Derivat 
5 (0,0006 mg/ml)]- [Natriumchlorid (0,13 mol/l)]-[fetalen Serums vom Rind (100,0 g/l)]-(Tween 20 (0,5 g/l)]-I^sung 

und inkubiert 1 h (37X'), 

Die Flatten werden in bekannter Wei se ge waschen, und jede Vertiefung wird mit 0,1 ml [Streptavidin, markiert mit 
alkalischer Fhosphatase (0,00031 mg/ml) 1 [Natriumchlorid (0,13 mol/l)]-[fetalen Serums vom Rind (100.0 g/1)]- 
[ J ween 20 (0,5 g/l)J Losung beschickt. Die Flatten werden 1 h (37''(:) inkubiert. 
10 Man saugt ab, wascht und pipettiert in jede Vertiefung 0,1 ml einer Losung von 4-Nitrophenylphosphai (1 mg/ml) in 

Diethanolamin (1 mol/1, pll 9,8) und laBt 30 min bei 37°C reagieren. Nach 2ijfugen von 0,1 ml Natriumhydroxid- 
Losung in jede Vertiefung wird mittels Vertikalphotometrie bei 405 nm die spezifische Extinktion ermitteil. 

c) Die Vertiefungen von Polystyren-Mikrotitrationsplatten werden mit je 0,1 ml einer T^osung von anli-human-TgM 
in Carbonatpuffer (0,05 mol/1, pH 9,6)16 h bei 2 bis 8**C inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten in bekannter Art 

15 und Weise werden in die Vertiefungen der Flatten je 0, 1 ml von Mischungen anti-Roteln-IgM-positiv-reagierenden 

(F) bzw. -negativ-reagierenden (N) Kontrollmaterialien pipettiert, die durch Verdunnen von 1 Teil resuspendierter 
Zubereitung anti-Roteln-IgM-positiv-reagierender (P) bzw. -negativ-reagierender (N) Kontrollmaterialien aus Hu- 
' manseren, gefriergelrocknet wie beschrieben bzw. 1 Teil resuspendienen anti-Roieln-IgM-Vergleichsstandards (S) 
"Ixipzig 03/90" bzw. 1 Teil Patientenseren (PS) mit lOOTeilen [Nairiumchlorid (0,13 mol/l)l-[fetalen Serums vom 

20 Rind (100,0 gA)]-(Tween 20 (0,5 g/l)]-[Tetrabromphenolsulfonphthalein (0,02 g/l)]-Ix)sung hergeslellt wurde und 

1 h (37°(:) inkubiert. 

Nach dem Waschen der Flatten werden 0,1 ml einer Natriumchlorid (8,7 g/l)-Tween 20-(0,5 gA)-feialen Serums 
vom Rind (100 g/l)-Losung, die Roteln- Virus-Antigen (Hamagglutinationstiter 1 : 16 in der gebrauchsfertigen Lo- 
sung) enthalt, pipettiert und 1 h bei 37°C inkubiert. 
25 Nach dem Waschen der Flatten fullt man in jede Vertiefung 0,1 ml [anti-Rubella- Antikorper-Bl-Biotin-Deri vat 

(0,0025 mg/ml)]-[anti-Rubella-AnUkorper-B2-Biotin-Derivai (0,0003 mg/ml) l-[NaLriumchlorid (0,13 nioiyi)]-[fe- 
talcn Scrums vom Rind (100,0 g/l)]-[Twccn 20 (0,5 gA)]-Losung und inkubiert 1 h (37 **C). 

Die Flatten werden in bekannter Weise gewaschen, und jede Vertiefung wird mit 0,1 ml [Streptavidin, markiert mit 
alkalischer Fhosphatase (0,00031 mg/ml)]- [Natriumchlorid (0,13 raol/l)]-[fetalen Serums vom Rind (100,0 g/1)]- 
30 [Tween 20 (0,5 g/l)]-Losung beschickt. Die Flatten werden 1 h (37*^0 inkubiert. 

Man saugt ab, wascht und ermittelt die spezifische Aktivitat, wie unter Beispiel 2a beschrieben. 

d) Die Vertiefungen von Folystyren-Mikrotitrationsplatten werden mit je 0,1 ml einer Losung von anti-hum an-IgM 
in Carbonatpuffer (0,05 mol/1, pH 9,6) 1 6 h bei 2 bis 8*^0 inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten in bekannter Art 
und Weise werden in die Vertiefungen der Flatten je 0,1 ml von Mischungen anti-Roteln-IgM-positiv-reagierenden 

35 (P) bzw. -negativ-reagierenden (N) Kontrollmaterialien pipettiert, die durch Verdunnen von 1 Teil resuspendierter 

Zubereitung anti-ROteln-IgM-positiv-reagierender (P) bzw. -negativ-reagierender (N) Kontrollmaterialien aus Hu- 
manseren, gefriergeU-ocknet wie beschrieben bzw. 1 Teil resuspendienen anti-Roteln-IgM-Vergleichsslandards (S) 
bzw. 1 Teil Patientenseren (PS) mit 100 Teilen [Natriumchlorid (0,13 mol/01-[fetalen Serums vom Rind (90,0 g/1)]- 
[Serum vom Menschen (10,0 g/I)]- [Tween 20 (0,5 g/l)]-[Teu-abroniphenolsulfonphthalein (0,02 g/l)]-Losung her- 

40 gestellt wurde und 1 h (37°C) inkubiert. 

Nach dem Waschen der Flatten werden 0,1 ml einer [Natriumchlorid (8,7 g/1)]- [Tween 20-(0,5 gA)]-[fetalen Serums 
vom Rind (90,0 g/l)]-[Serum vom Menschen (10,0 g/l)]-Losung, die Roteln -Virus- Antigen (Hamagglutinationstiter 
1 : 16 in der gebrauchsfertigen Losung) enthalt, pipettiert und 1 h bei 37°C inkubiert. Nach dem Waschen der Flat- 
ten fullt man in jede Vertiefung 0,1 ml [anti-Rubella-Antikorper-Bl-Biotin-Derivat (0,0025 mg/ml)]- [an ti-Rubella- 

45 Antikorper-B2-Biotin-Derivat (0,0003 mg/ml)]- [Natriumchlorid (0,13 mol/1)]- [fetalen Serums vom Rind 

(90,0 g/l)]-[Serum vom Menschen (10,0 g/l)]-[Tween 20 (0,5 g/l)]-L6sung und inkubiert 1 h (37^C). 
Die Flatten werden in bekannter Weise gewaschen, und jede Vertiefung wird mit 0,1 ml (Streptavidin, markiert mit 
alkalischer Phosphatase (0,00031 mg/ml)] -[Natriumchlorid (0,13 mol/l)]-[fetalen Serums vom Rind (100,0 g/1)]- 
[Tween 20 (0,5 g)]-Losung beschickt. Die Flatten werden 1 h (37°C) inkubiert. 

50 Man saugt ab, wascht und ermittelt die spezifische Aktivitat, wie unter Beispiel 2a beschrieben. 

e) Die Vertiefungen von Polystyren-Mikrotitrationsplatten werden mit je 0, 1 ml einer Losung von anti-human-IgM 
in Carbonatpuffer (0,05 mol/1. pH 9,6) 16 h bei 2 bis 8°C inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten in bekannter Art 
und Weise werden in die Vertiefungen der Flatten je 0,1 ml von Mischungen anti-Roteln-IgM-positiv-reagierenden 
(P) bzw. -negativ-reagierenden (N) Kontrollmaterialien pipettiert, die durch Verdunnen von 1 Teil resuspendierter 

55 Zubereitung anti-Roteln-IgM-positiv-rcagierender (P) bzw. -negativ-reagierender(N) Kontrollmaterialien aus Hu- 

manseren, getriergetrocknet wie beschrieben bzw. 1 Teil resuspendienen anti-Roteln-lgM-Vergleichsstandards (S) 
"Leipzig 03190" bzw. 1 Teil Patientenseren (PS) mit 100 Teilen [Natriumchlorid (0,13 mol/1)]- [fetalen Serums vom 
Rind (90,0 g/l)]-[Serum von der Ziege (10,0 g/1)]- [Tween 20 (0,5 g/l)]-[TeU-abromphenolsulfonphthalein 
(0,02 g/l)]-Losung hergestellt wurde und 1 h (37°C) inkubierl. 

60 Nach dem Waschen der Flatten werden 0,1 ml einer [Natriumchlorid (8,7 g/1)]- [Tween 20- (0,5 g/1)]- [fetal en Se- 

rums vom Rind (90 g/l)l-[Serum von der Ziege (10,0 g/l)VLosung, die Roteln- Virus- Antigen (Hamagglutinations- 
titer 1 : 16 in der gebrauchsfertigen Losung) enthalt, pipettiert und 1 h bei 3TC inkubiert. 

Nach dem Waschen der Flatten fullt man in jede Vertiefung 0,1 ml [anti-Rubella-Antikorper-Bl-Biotin-Derivat 
(0,0025 mg/mO]-[anti-Rubella-Antikorper-B2-Biotin-Derivat (0,0003 mg/ml)]-[Nalriumchlorid (0,13 mol/I)]-[fe- 
65 talen Serums vom Rind (90,0 g/l)]-[Serum von der Ziege (10,0 gA)]- [Tween 20 (0^ g/l)]-LOsunc und inkubiert 1 

h(37°C). 

Die Flatten werden in bekannter Weise gewaschen, und jede Vertiefung wird mit 0,1 ml (Su-eptavidin, markiert mit 
alkalischer Phosphatase (0,00031 mg/ml)]- [Natriumchlorid (0,13 mol/l)]- [fetalen Serums vom Rind (100,0 g/l)]- 
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[Tween 20 (0,5 g/l)]-Losung beschickt. Die Plalten werden 1 h (37"C) inkubiert. 

Man saugt ab, wascht und ermittelt die spezifische Aktivitat, wie unter Beisplel 2a beschrieben. 

0 Die Vertiefungen von Polystyren-Mikrotitrationspiatten werden mit je 0,1 ml cincr Losung von anti-hum an-IgM 
in Carbonatpuffer (0,05 mol/1, pH 9,6)16 h bei 2 bis 8°C inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten in bekannler Art 
und Wclse werden in die Vertiefungen der Flatten je 0,1 ml von Mischungen anti-Roleln-IgM-positiv-reagierenden 5 
(P) bzw, -negaliv-reagierenden (N) Kontrollmateri alien pipettiert, die durch Verdiinnen von 1 Teil resuspendierter 
Zubereiiung anii-Roteln*IgM-positiv-reagierender (P) bzw. -negativ-reagierender (N) Kontrollmateri alien aus Hu- 
inansercn, get^riergetrocknet wie beschrieben bzw. 1 Teil resuspendierten anli-Roteln-IgM-Vergleichsstandards (S) 
"Leipzig 0:M90" bzw. 1 Teil Patientenseren (PS) mit 1(X) Teilen [Natriumchlorid (0,13 mol/l)J-tt'etalen Serums vom 
llind (90,0 g/l)l-ISerum von der Maus (10,0 g/l)]-[Tween 20 (0,5 g/l)]-ITetrabromphenolphthalein (0,02 g/l)]-Lo- 10 
sung hcrgesteiit wurde und 1 h (37°C) inkubiert. 

Nach dcrii Waschen der Flatten werden 0,1 ml einer [Natriumchlorid (8,7 g/1)]- [Tween 20-(0,5 g/l)]-[fetalen Serums 
voni Rind (90,0 g/l)]-l Serum von der Maus (10,0 g/l)l-Txisung, die Rotein- Virus-Antigen (Hamagglutinationstiter 

1 : 16 in der gebrauchsfertigen Losung) enlhalt, pipettiert und 1 h bei 37''C inkubiert. 

Nach dcni Waschen der Flatten fiillt man in jede Vertiefung 0,1 ml [ anti-Rubella- Antikorper-Bl-Biotin-Deri vat 15 
(0,0025 mg/mI)]-[anti-RubelIa-Antikorper-B2-"Biotin-Derivat (0,0003 mg/ml)]- [Natriumchlorid (0,13 mol/l)]-[fe- 
lalcn Serums vom Rind (90,0 g/I)]-[Serum von der Maus (10,0 g/l)]-['I\veen 20 (0,5 g/l)]-Losung und inkubiert 1 h 

(37'(:). 

Die Flatten werden in bekannter Weise gewaschen, und jede Vertiefung wird mit 0,1 ml [Streptavidin, markiert mit 
alkalischcr Phosphatase (0,00031 mg/ml)]-[Nauiumchlorid (0,13 mol/l)]-lfetalen Serums vom Rind (100,0 g/l)]- 20 
(Tween 20 (0,.*^ g/l) 1-LOsung beschickt. Die Flatten werden 1 h (37**(:) inkubiert. 
Man saugt ab, wascht und ermittelt die spezifische Aktivitat, wie unter Beispiel 2a beschrieben. 

g) Die Vertictungcn von Polyslyren-Mikrotiu*ationsplatten werden mit je 0,1 ml einer Losung von anti-human-IgM 
in CarbonaipulTcr (0,05 mol/l, pH 9,6) 16 h bei 2 bis S'^C inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten in bekannter Art 
und Weise werden in die Vertiefungen der Flatten je 0,1 ml von Mischungen anti-Roteln-IgM-positiv-reagierenden 25 
(F) bzw. -negaliv-reagierenden (N) KonLroUinalerialien pipeLiiert, die durch Verdiinnen von 1 Teil resuspendierter 
Zubereiiung anii-Rotcln-IgM-positiv-rcagicrcndcr (P) bzw. -ncgativ-rcagicrcndcr (N) Kontrollmatcrialicn aus Hu- 
manseren, gefriergei rock net, wie oben beschrieben bzw. 1 Teil resuspendierten anti-Roteln-IgM-Vergleichsstan- 
dards (S) "Leipzig 03/90" bzw, 1 Teil Patientenseren (PS) mit ioO Teilen [Natriumchlorid (0,13 mol/1)]- [let alen Se- 
rums vom Rind (90,0 g/l)]-[Serum vom Schaf (10,0 gll)]-[Tween 20 (0,5 gA)]-[TeU-abromphenolsulfonphthalein 30 
(0,02 g/l)]-Losung hergesteUl wurde und 1 h (37^*0 inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten werden 0,1 ml einer 
[Natriumchlorid (8.7 g/l)]-[Tween 20- (0,5 g/l]]-[fetalen Serums vom Rind (90,0 g/l>[Serum vom Schaf (10,0 g/l)]- 
I^sung, die Role In- Virus-Antigen (Hamagglutinationstiter I : 16 in der gebrauchsfertigen Losung) enthalt, pipet- 
tiert und 1 h bei 37"C inkubiert. 

Nach dem Waschen der Flatten fiillt man in jede Vertiefung 0,1 ml [anti-Rubella- Antikorper-Bl-Biotin-Deri vat 35 
(0,0025 mg/ml)Manti-Rubella-AnUkorper-B2-Biotin-Derivat (0,0003 mg/ml)]- [Natriumchlorid (0,13 mol/l)]-[fe- 
talen Serums vom Rind (90,0 g/l)]-[Serum vom Schaf (10,0 g/l)]- [Tween 20 (0,5 gA)]-Losung und inkubiert 1 h 

Die Flatten werden in bekannter Weise gewaschen, und jede Vertiefung wird mit 0,1 ml [Streptavidin, markiert mit 
alkalischer Phosphatase (0,00031 mg/ml)]- [Natriumchlorid (0,13 moI/l)l-[fetalen Serums vom Rind (100,0 g/l)]- 40 
[Tween 20 (0.5 g/l] -Losung beschickt. Die Flatten werden 1 h (37°C) inkubiert. - 
Man saugt ab, wascht und ermittelt die spezifische Aktivitat, wie unter Beispiel 2a beschrieben. 

h) Die Vertiefungen von Polyst yren-Mikrotiu*ationsplatten werden mit je 0,1 ml einer Losung von anti-human-IgM 
in Carbonatpuffer (0,05 mol/1, pH 9,6)16 h bei 2 bis 8°C inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten in bekannter Art 
und Weise werden in die Vertiefungen der Flatten je 0,1 ml von Mischungen anti-Roteln-IgM-positiv-reagierenden 45 
(F) bzw. -negaliv-reagierenden (N) KontroUmaterialien pipettiert, die durch Verdiinnen von 1 Teil resuspendierter 
Zubereitung anti-Roteln-IgM-positiv-reagierender (P) bzw. -negativ-reagierender (N) KonU-ollmaterialien aus Hu- 
manseten, gefriergetrocknet, wie oben beschrieben bzw. 1 Teil resuspendierten anti-Roteln-IgM-Vergleichsstan- 
dards (S) "Leipzig 03190" bzw. 1 Teil Patientenseren (PS) mit 100 Teilen (Natriumchlorid (0,13 mol/1)]- [fetalen Se- 
rums vom Rind (69,0 g/l)]-[Serum vom Schaf (10,0 g/l)]-[Serum von der Ziege (10,0 g/l)][Serum vom Menschen 50 
(10,0 g/l)][Seruni von der Maus (1,0 g/l)]- [Tween 20 (0,5 g/l)]-[Tetrabromphenolsulfonphthalein (0,02 g/l)]-Lo- 
sung hergeslellt wurde und 1 h (37*^0 inkubiert. 

Nach dem Waschen der Plalten werden 0,1 nil einer [Natriumchlorid (8,7 g/l)]-[Tween 20- (0,5 g/l]]- [fetalen Se- 
rums vom Rind (69,0 g/l)]-[Serum vom Schaf (10,0 g/l)]-[Serum von der Ziege (10,0 g/l)]-lSerum vom Menschen 
(10,0 g/l)]-[Serum von der Maus (1,0 g/l]-L6sung, die Roteln- Virus-Antigen (Hamagglutinationstiter 1 : 16 in der 55 
gebrauchstertigen Losung) enthalt, pipettiert und 1 h bei 37°C inkubiert. Nach dem Waschen der Flatten fQllt man in 
jede Vertiefung 0,1 ml [anii-Rubella-Antikorper-Bl-Biotin-Deri vat (0,0025 mg/ml)]- [anti-Rubella- Ami kOrper-B2- 
Biotin-Derivat (0,0003 mg/ml)]-[Natriumchlorid (0,13 mol/1)]- [fetalen Serums vom Rind (69,0 g/l)]- [Serum vom 
Schaf (10,0 g/l)]- [Serum von der Ziege (10,0 g/l)] -[Serum vom Menschen (10,0 g/l)]-[Serum von der Maus 
(1 ,0 g/l)]-[Tween 20 (0,5 g/l)]-Txisung und inlcubien 1 h (37°C). 60 
Die Flatten werden in bekannter Weise gewaschen, und jede Vertiefung wird mit 0,1 ml [Streptavidin, markiert mit 
alkalischer Phosphatase (0,00031 mg/ml)]-[NaUiumchlorid (0,13 mol/1)]- [fetalen Serums vom Rind (100,0 g/1)]- 
[Tween 20 (0,5 gA]-Losung beschickt. Die Flatten werden 1 h (37°C) inkubiert. 
Man saugt ab, wascht und ermittelt die spezifische Aktivitat, wie unter Beispiel 2a beschrieben. 

i) Die Vertiefungen von Polys tyren-Mikrotiu-ationsplatten werden mit je 0,1 ml einer Losung von anti-human-IgM 65 
in Carbonatpuffer bcschichtet, inkubiert und gewaschen wie beschrieben. 

Es werden 0,1 ml von Mischungen anti-Roteln-IgM-positiv-reagierender (P) bzw. -negativ-reagierender (N) Kon- 
trollmalerialien, heigestellt durch Verdunnen von 1 Teil slerilen Zubereitungen (sterilfiltriert uber Cilasfaservorfiller 
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und 2^lluloseacetatmembranschichl, PorengroBe 0,2 pni) von inaktivierten, [N mit Nonidel NP-40 (1% v/v) vorbe- 
handellen], mit 0,01% (w/v) Gentamycin, 0,01% (w/v) Merthiolal, 0,1% (w/v) C9H7NO • HSO4K, 30,0% (w/v) al- 
pha-D-Glucopyranosido-beta-D-fructo-furanosid versetzten, in 2,5-inl-Braunglasflaschen, hydrolytische Klasse 1 
mil SchraubverschluB abgefiiUten Humanseren mit 100 Teilen trisgcpufferter (pH 7,3)-[Tris-(hydroxymethyl)-ami- 
5 noniethan (U2 g/l)]-[Trinatriumcitrat-dihydrat (14,71 g/l)]-[Meilhiolal (0,1 g/1)]- [Gentamycin (0,1 gA)]-[Tween 20 

(0,5 g/l)]-Dichlorphenolsulfonphthalein (3x10"^ mol/l)]-[fetalen Serums vom Rind (59,0 g/l)]-[Serum vom Pferd 
iO,0 g/l]-(Serum von der Maus 1,0 g/l]-[Serum von der Ziege 10,0 g/I]-[Serum vom Schaf 10,0 g/l]-[Serum vom 
Menschen 10,0, g/l]-|Natriumchlorid (17,53 g/l)]-Losung heigestellt wurden und 1 h bei 37°C inkubiert. 
Nach dem Waschen der Plaiten warden 0,1 ml einer [Nairiumchlorid (8,7 g/l)J-l Tween 20- (0,5 g/l)J-irelalen Se- 

10 rums vom Rind (59,0 gA)]- [Serum vom Pferd 10,0 g/l]-ISerum von der Maus 1,0 g/1]- 1 Serum von der Ziege 

10,0 g/l]- [Serum vom Schaf 10,0 g/1]- [Serum vom Menschen 10,0, g/l]-Losung, die Roteln- Virus- Antigen (llamag- 
gluiinationsiiler 1 : 16 in der gebrauchsfertigen Losung) enthalt, pipettiert und 1 h bei 31°C inkubiert. 
Nach dem Waschen der PlaUen fiillt man in jede Verliefung 0,1 ml |anti-RubeIla-Antikorper-B1-Biolin-Derivat 
(0,0025 mg/ml)]-[anti-RubeUa-Antikorpei-B2-Biotin-Derivat (0,0003 mg/ml)]-[Natriumchlorid (0,13 mol/l)]-|fe- 

15 talen Serums vom Rind (59,0 g/l)]-[Serum vom Pferd 10,0 gA]-[Serum vom Schaf (10,0 gA)]-[Serum von der Ziege 

(10,0 g/l)]-[Serum vom Menschen (10,0 g/l)]-[Serum von der Maus (1,0 g/l)]-ITween 20 (0,5 g/l)]-Losung und in- 
kubiert 1 h (37X). 

Die Platten werden in bekannier Weise gewaschen, und jede Verliefung wird mil 0,1 mi [Strepiavidin, markiert mit 
alkalischer Phosphatase (0,00031 mg/ml)]-[Natriumchlorid (0,13 moi/l)]-[fetalen Serums vom Rind ( 100,0 g/1)]- 
20 [Tween 20 (0.5 g/l)]-L6sung beschickt. Die Platten werden 1 h (37*>C) inkubiert. 

Man saugt ab. wascht und ermittelt die spezifische Akti vital, wie unter Beispiei 2a beschrieben. 

Beispiel 3 

25 a) Die Vertiefungen von Polystyren-Mikrotitrationsplatten werden mit je 0, 1 ml einer Losung von anti-human-IgM 

in Carbonatpuffer beschichlel, inkubiert und gewaschen wie beschrieben. 

Es werden 0,1 ml von Mischungcn (1 + 100) anti-Rotcln-IgM-positiv-rcagicrcndcr (P) bzw. -ncgativ-rcagicrcndcr 
(N)Kontrollmaterialien inkubiert wie beschrieben. 

Nach dem Waschen in ublicher Weise laBt man 0,1 ml einer Mischung aus 1 Tell Rotein-Antigen-Praparalion (Ha- 
30 magglutinationstiter 1 : 64), 1 Teil [anti-Rubella-Antikorper-Bl-Biotin-Derivat (0,015 mg/ml)], 1 Teil |anti-Ru- 

bella-Antikorper-B2-Biotin-Derivat (0,002 mg/ml)] und 1 Teil, bestehend aus Serum vom Menschen (anti-Rubella- 
negativ, 10,0 g/1). Serum von der Ziege (10,0 gA), Serum von der Maus (0,1 g/l). Serum vom Pferd (1 gA), Ethylen- 
diaminieU^essigsaure-di-Na-salz (0,0006 mol/1) in Nairiumchlorid (0,13 mol/l)-Serum vom Rind (100,0 g/l)-Tween 
20 (0,5 gA)-Bromphenolblau (20 nig/l)-L6sung (pH 6,5 bis 7,2), 1 h bei 37"C einwirken, wascht und weist nach In- 
35 kubation des Streptavidin-Konjugales die spezifische Aktivitat nach, wie unler Beispiel 2a beschrieben. 

b) Die Vertiefungen von Polystyren-Mikrotitrationsplatten werden mit je 0,1 ml einer Losung von anti-hum an-IgM 
in Carbonatpuffer beschichlel, inkubiert und gewaschen wie beschrieben. 

Es werden 0,1 ml von Mischungen (1+100) anti-Roteln-IgM-positiv-reagierender (P) bzw. -negativ-reagierender 
(N) Kontrollmaterialien inkubiert wie beschrieben. 

40 Nach dem Waschen laBt man 0,1 ml einer Mischung aus 1 Teil Roteln- A ntigen-Praparation (Hamagglutinaiionstiter 

1:64), 1 Teil [anti-Rubella-Aniikorper-BT-Biotin-Derivat (0,015 mg/ml)], 1 Teil [anti-Rubella-Antikorper-B2- 
Bioiin. Deri vat (0,002 mg/ml)] und 1 Teil, bestehend aus Serum vom Menschen (anti-Rubella- negativ, 5,0 gA), Se- 
rum von der Ziege (10,0 gA), Serum von der Maus (0,01 gA), Serum vom Pferd (0,1 gA), Ethylendiamintelraessig- 
saure-di-Na-Salz (0,0012 molA) in Natriumchlorid (0,13 mol/l)-Serum vom Rind (100,0 g/l)-Tween 20 (0,5 gA)- 

45 Losung (p?T 6,5 bis 7,2), 1 h bei 37°C einwirken, wascht und weist nach Inkubation des Streptavidin-Konjugates die 

spezifische Aktivitat nach, wie unter Beispiel 2a beschrieben. 

Der Vergleich der Extinktionen der Vertikalphotometrie zeigt die Wirksamkeit der Verfahrens weise. 



Extinktionen 405 nm 


Beispiele 








2a-g 


2hJ 


3a.b 


P 


1.7-1,9 


1.6-2.0 


1.2-1.6 


N 


0,35^,8 


0.06-0.2 


0,1-0.2 


S 


2,6-2.8 


2,5-2.8 


1.8-2,5 


PS 


2.0-2.6 


2.0-2.6 


1,6-2,0 



60 

Beispiel 3 

Zur Produktion der anti-Rubella- An rikorper werden die DNA aus den Hybridomzeilen Sifin-Rub-Al-58E10 (ZIM-Nr. 
65 0504), Sifin-Rub-Bl-12F10 (ZIM-Nr 0505) bzw. Sifin-Rub-B2-18D10 (ZIM-Nr. 0506) isoliert, indem 0,5 ml Puffer- 
Hybridomzellgemisch mit 5 ml Isolierungspuffer (25 mM EDTA, 75 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7,5) gemischt und kriif- 
tig geschuttelt werden. Man fiigt 50 pi Proteinase- K-L6sung (20 mg Proteinase K in 1 ml Wasser) und 0,3 ml einer 
20%igen NaU-iumdodecylsulfal-Losung zu, inkubiert uber Nacht bei 37''(: und zentrifugiert bei 4000 x g 10 Minuten. 
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Der Uberstand wird mit 2 Volumen absol. Ethanol versetzt. Man gewinni die DNA und lost in 1 ml Tris/HCl-Puffer (10 
mM Tris/lmM EDTA). 

Vom versierten Fachmann werden die spezifischen DNA-Fragmente gcwonnen. Unter Verwendung kommerzieller 
Kits erfolgt die Ligation der DNA in den Vektor entsprechend Vorschriften der Kil-Hersleller. 

AnschlieBend wird das Transport vehikel in das Wirtssystem, Bakterienzelle E. coli, die kommerziell erhaltlich sind, 5 
bei 28-30°C transferiert, wobei der Hitzeimpuls fur 5 min bei 34°C erfolgt. Diese Prozedur kann relativ leicht vom Fach- 
mann ausgefuhrt werden. 

Die Kultivierung der E.coli-Bakterien wird in kommerziell erhaltlichen Seiektionsmedien uber 5 bis 28, vorzugsweise 
3-8 Stunden durchgefuhrt. Bei einer Zelldichte von 0,7 A (578)/ml wird die Kultur zur Induktion der Genexpression im 
Wasserbad bei 42°C unier Schtittein inkubiert. 

Nach ggf. Ullraschallbehandlung (20-25 Pulse/min mit Jewells 1 min Pause bei einer Leistung von BOW) werden die 
Zelltrummer durch Zentrifugation abgetrennt. 

Ein Teil KuUurlosung wird unter Ruhren niil einem Teil gesattiglerAmmoniumsulfal-T.osung bei 18 bis 25°C ge- 
mischl. Nach Zentrifugation bei 2000 U/min wird der Niederschlag in Natriumchlorid-Losung (0,9 g/l)geiost und gegen 
Tris-Puffer uber 2 Tage bei 4''C dialysiert. Durch Chromatographic erfolgt auf bekannte Art und Weise die Reindarstel- 15 
lung der anti-Rubella-Antikorper. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zuni immunologischen Nachweis oder zur Bestimmung von erregerspezifischen Plasinaproleinen mit 20 
Antikorperakrivitat unterschiedHcher Isotypic, dadurch gckennzeichnet, daB durch synergistisch-supraaddidve 
Effekte biologischer Subslanzen, vorzugsweise von Warmblutem unterschiedlicher Species auf der Basis von Bin- 
dungs- und/oder Konkurrenz- und/oder Verdrangungs- und/oder Blockierungsreaktionen unspezifischer Faktoren 
ungewollte unspezifische Reaktionen unterdruckt und eigentumliche, kennzeichnende Eigenschaften hervoigeho- 
ben werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnel, daB vorzugsweise isoLypspezifische Anlikorper gegen Ru- 
bella-Virus crfaBt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnel, daB zur Erfassung der Antikorper gegen Rubella- Virus ein 
Feslphasenimmunoassay dient und an die t^este Phase ein Immiinglobulin mit anti-isotypischen Determinanten, das 
Rezeptoren zu Antigenbindungsstellen von Substrukturen humaner ImmunglobuUne besitzt, gebunden ist. - 30 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB im Immunoassay die monoklonalen Antikorper Sifin- 
Rub Bl-2 FIO [Zl], Sifin-Rub B2-18 DIO [Z2] einzeln oder als Kombination oder daB Spaltprodukte oder Kom- 
binationen von Spaltprodukten dieser Antikorper oder daB aus den Hybridomaursprungszellen, die diese Antikorper 
produzieren, gentechnisch gewonnene Polypeptide eingesetzt werden, die die Anligen-determinierenden analogen 
Strukturbereiche der Antikorper Sifin-Rub Bl-2 [Zl] und Sifin-Rub B2-18[Z2] aufweisen und analoge Bindungs- 35 
reaktionen eingehen. 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Erfassung der isolypspezifischen Andkorper fol- 
gende Siufen umfaBt: 

a) Umselzung der Probe mit dem nachzuwcisenden klassenspezifischen Antikorper X, der Rezeptoren zu den 
Determinanten von W und gleichzeitig Determinanten zu Epitopen der Virusantigene Y vom Rubella- Virus 40 
besitzt, mit dem festphasenfixierten Protein W auf bekannte Art und Weise; 

b) Entfemung nichtgebundener Bestandteile und Einwirkung des Virusmaterials Y oder von Spaltprodukten 
des Virusmaterials Y oder von chemo- oder gentechnisch gewonnenen sequenzanalogen Strukturen des Mate- 
rials Y, das Epitope zu den Polypeptiden Z1/Z2 (Sifin-Rub Bl-12 DIO, Sifin-Rub 2-18 FIO) besitzt, 

c) Entfemung nicht gebundener Bestandteile, Einwirkung markierter Polypeptide Z oder einer Kombination 45 
der markierten Polypetide Z1/Z2 oder einer Kombination von Polypeptidfragmenten Z1/Z2, die Determinan- 
ten zu Y aufweisen oder Einwirkung der Polypeptide Zl /Polypeptide Z2 (einzeln oder in Kombination) mit 
nachfolgender Einwirkung von Proteinen, vorzugsweise markiert, die Rezeptoren zu Determinanten der Ei- 
weiBkorper von Z [Z1/Z2] haben und Manifestation des markierten gebundcnen Anteils auf bekannte Art und 
Weise. 50 

6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Erfassung der isotypspezifischen Antikorper fol- 
gende Stufen umfaBt: 

a) Umsetzung der Probe mit dem nachzuwcisenden klassenspezifischen Antikorper X, der Rezeptoren zu den 
Determinanten von W und gleichzeitig Determinanten zu Epitopen der Virusantigene Y vom Rubella- Virus 
besitzt, mit dem festphasenfixierten Protein W auf bekannte Art und Weise; 55 

b) Hnttemung nichtgebundener Bestandteile und Einwirkung des Virusmaterials Y oder von Spaltprodukten 
des Virusmaterials Y oder von chemo- oder gentechnisch gewonnenen sequenzanalogen Strukturen des Mate- 
rials Y, das Epitope zu den Polypeptiden Z1/Z2 (Sifin-Rub Bl-12, Sifin-Rub 2-18) besitzt, in Kombination mit 
Polypeptiden Z1/Z2 (einzeln oder kombiniert) oder Polypeptid-Zl-Bindungsprotein-V-Derivaten/Polypepti- 
den-72-Bindungsproiein V-Derivaten, wobei die Polypeptide ein7eln oder kombiniert eingesetzt werden, und 60 
das Bindungsprotein V Affinitaten zu einem weiteren Bindungsprotein U, das vorzugsweise markiert sein 
kann, aufweist. 

c) Entfemung nicht gebundener Bestandteile, Einwirkung des Bindungsproteins U, vorzugsweise markiert 
und Manifestation des markierten gebundenen Anteils auf bekannte Art und Weise. 

7. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnel, daB die Erfassung der isolypspezifischen Anlikorper fol- 65 
gende Stufen umfaBt: 

a) Umsetzung der Probe mit dem nachzuwcisenden klassenspezifischen Antikorper X, der Rezeptoren zu den 
Determinanten von W und gleichzeitig Determinanten zu Epitopen der Virusantigene Y vom Rubella- Virus 
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besitzt, mil dem festphasenfixierten Protein W auf bekannte Art und Weise; 

b) Entfemung nichtgebundener Bestandteile und Einwirkung einer Mischung aus Virusmalerial Y oder von 
Spaltprodukten des Virusinaterials Y oder von chemo- oder gentechnisch gewonnenen sequenzanalogen 
Slrukturen des Materials Y, das Epitope zu den Polypeptiden Z1/Z2 (Sifin-Rub B 1-12, Sifin-Rub 2-18) besitzt, 

5 von Polypeptiden Z1/Z2 (einzeln oder kombiniert) oder Polypeplid-Zl-Bindungsprotein-V-Derivaten/Poly- 

pcpiid-Z2-Bindungsprotein-V-Derivaten, und des Bindungsproieins U, das vorzugsweise markiert ist; 

c) lintfernung nicht gebundener Bestandteile, Manifestation des markierten gebundenen Anteils auf bekannte 
An und Weise. 

8, Verfahrcn nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dali die Hrt'assung der isotypspezifischen Antikorper in 
11) folgcnder Weise erfolgi: Kontakr eines immobilisienen Proteins W mil einer Mischung, die aus einer Probe, die den 

nachzuweisenden Antikorper X cnthalt, der Rezeptoren zu den Detemiinanten von W und zu Y besitzt, einer Virus- 
subslanz Y oder aus dem Spaltprodukt der Virussubslanz Y und dem markierten Poiypeptid Z oder einer Kombina- 
lion niarkierler Fragmente der Polypeptide 7. bestehr und Manifestation der gebundenen markierten Anteile auf be- 
kannic An uns Weise. 

15 9. Vcrfahrcn nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Erfassung der isotypspezifischen Antikorper in 

folgcndcr Weise erfolgi: Koniakt eines immobilisierten Proteins W mit einer Mischung, die aus einer Probe, die den 
nachzuweisenden Antikorper X enthalt, der Rezeptoren zu den Determinanten von W und zu Y besitzt, einer Virus- 
subslanz Y Oder aus dem Spaltprodukt der Virussubstanz Y und dem Polypeptiden Z-Bindungsproieine-V-Denva- 
len (Polypcpiidc Z: einzeln oder in Kombination bzw. als Fragmente) und dem Bindungsprotein U, das vorzugs- 

20 weise markicn isi, besteht und Manifestation der gebundenen markierten Anteile auf bekannte Art uns A\^ise. 

10. Vcrtahrcn nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Polypeptide Z (Sifin-Rub Bl-12. Sifin-Rub B 
2-18) markicn sind. 

1 1 . Vcrfahrcn nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Bindungsprotein U markiert ist bzw. sich mit ei- 
neni Marker umsclzen kann. 

25 12. Vcrfahrcn nach Anspruch 10 und 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanzen mit einem Enzym markiert 

sind. 

13. Vcrfahrcn nach Anspruch 10 und 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanzen mit cincm Lutnincszcnzmar- 

ker markiert sind. 

14. Vcrfahrcn nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Enxym aikaHsche Phosphatase ist. 
30 15. Vcrfahrcn nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym MeerretLichperoxidase ist, 

16. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym p-Galactosidase ist. 

17. Verfahren nach Anspriichen 6, 7 und 9, dadurch gekennzeichnet, daB das Bindungsprotein V vorzugsweise Bio- 
tin ist. 

18. Verfahren nach Anspriichen 6, 7 und 9, dadurch gekennzeichnet, daB das Bindungsprotein U vorzugsweise 
35 Streptavidin oder ein reaktionsanaloges Protein ist. 

19. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB zur Erfassung der Antikorper gegen Rubella- Virus 
ein Immunoassay mil spezifischer Antigen-Antikorper-Reaktion und netzwerkardger Verknupfung der Reaktanden 
dient. 

20. Verfahren nach Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, daB im Immunoassay die monoklonalen Antikorper Si- 
40 fin-Rub Al-58 E 10, Sifin-Rub Bl-2 FIG [Zl ], Sifin-Rub B2-18 DIO [Z2] einzeln oder als Kombination oder daB 

Spaltproduktc oder Kombinalionen von Spaltprodukten dieser Antikorper oder daB aus den Hybridomaursprung- 
szellen, die diese Antikorper produzieren, gentechnisch gewonnene Polypeptide eingesetzt werden, die die Anti- 
gen-deterniinierenden analogen Strukturbereiche der Antikorper Sifin-Rub Al 58 E 10, Sifin-Rub Bl 2 IZl] und 
Sifin-Rub B2-181Z2] aufweisen und analoge Bindungsreaktionen eingehen. 
45 21. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB vorzugsweise Serumbestandteile unlerschiedlicher 

Species mit gegenseitig untersttilzender Wirkung eingesetzt werden. 

22. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB vorzugsweise Serumbestandteile von Warmblutem 
in einer Konzentration von 0,0015 mg bis 0,7 mg Protein/ 100 pl-Ansalz verwendet werden. 

23. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB die Serumbestandteile wahrend der Inkubation je- 
SO des einzelnen Reaktionspartners, vorzugsweise bei der Inkubation von Mischungen der Reaktionspartner zugesetzt 

werden. 

24. Verfahren zur Produklion nionoklonaler Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daB genetische Informationen 
der Hybridonie Sifin-Rub-Al-58E10, Sifin-Rub-Bl-12, Sifin-Rub-B2-18D10, die die Synthese monoklonaler anti- 
Rubella-Antikorper bewirken, auf geeignete Wirtszellen, vorzugsweise E.coli, ubertragcn werden und anschlieBend 

55 die Wirtsstamme kultiviert, und die spezifischen Proteine isoliert werden. 

25. Verfahren zum inmiunologischen Nachweis oder zur Bestimmung von erregerspezifischen Proteinen mit Anti- 
k5rperaktivit^t oder von Antigenen, dadurch gekennzeichnet, daB der Kontakt eines immobilisierten Proteins, das 
Rezeptoren A zu dem nachzuweisenden Analyten aufweist, mit dem Analyten und nachfolgend mit einem Bin- 
dungsprotein, das Epitope zu Rezeptoren B des Analyten und zu den Rezeptoren C des nachfolgenden festphasen- 

60 gebundenen Bindungspolypeptids bzw. zu Bindungspolypeptiden besitzt und nachfolgend mit dem festphasenge- 

bundenen Bindungspolypeptid/mit den Bindungspolypeptiden erfolgi oder daB ein Analyt. der Epitope zu den Bin- 
dungspolypeptiden besitzt, mit Bindungspolypeptiden einzeln oder in Kombination umgesetzt wird, wobei die Bin- 
dungspolypeptide aus einem Zellklon produziert wurden, und der Grad der Reaktion auf an und fur sich bekannte 
Art und Weise visuell oder instrumenteil ausgewertet wird. 

65 26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB das Bindungspolypepdd/die Bindungspolypepdde 

an Polystyrol gebunden ist/sind. 

27. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Briickenbildung des multivalenten Bindungs- 
proieins mil den Determinanten des Bindungspolypeptids/der Bindungspolypeptide eintritt und der (Jrad der ge- 
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samten Bindungsreaktionen und Vernetzungsreaktionen visuell oder instrumentell auf bekannte Art und Weise er- 
faBt wird. 

28. Testpackung zur Erfassung von errcgerspezifischen Plasmaproteinen mil Antikorperakti vital unlerschiedlicher 
Isotypic, dadurch gekennzeichnet, daB sie auBer den Immunreaktanden Bestandteile enthiilt, die durch Bindungs- 
und/oder Konkurrenz- und/oder Verdrangungs- und/oder Blockierungsreaktionen unspezifischer Faktoren iinge- 5 
woUle unspezifische Reaktionen unterdrucken und Substanzen A, die die allgemeinen Zusammensetzung 
[HOC9H3(Rj) (R2)(R3)N]+^X' haben und benzokondensierte Ringsysteme des Pyridins sind, Polyhydroxyverbin- 
dungen und Substanzen B, die subslituierte Triarylniethylderivate darstellen, enthalien sind. 

29. Testpackung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB in den Substanzen A die Resle Rj, R2, R3, X fol- 
gende Substiiuenten repraseniieren: Rj siehi fur H, CI oder F und R2 fur H, CI, J oder F und R3 fUr H oder einen 10 
Oxy-benzoesauremethyle'ster-Rcst, X stellt einen anorganischen Saurerest dar, vorzugsweise wcrden die Alkali- 
salze der Sulfate in einer Konzentration von 0,006 bis 0,5% eingesetzt. 

30. Testpackung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB als Substanz B die Phthaleine der Phenol- oder 
Kresol- oder Thymolsulfonsauren eingesetzt werden. 

31. Testpackung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB die unsubstituierten oder vorzugsweise die 3'-, 15 
3"% 5'-, 5"- brom- und/oder chlorsubstituierten Derivate verwendet werden. 

32. Testpackung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB die Substanzen in der anionischen Form, vor- 
zugsweise als Alkalisalze in einer Konzenu^iion von 0,001 bis 0,3% eingesetzt werden. 
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